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EP 0 736 770 A2 
Description 
Objet de I'inventlon. 

s La presente invention concerne un conjugue immunoreactif. son precede detention, les anticorps diriges centre 

leditconiugueimmunoreactif ainsi que les anticorps diriges contre lesdits anticorps. 

La presente invention concerne egalement le dispositif de diagnostic ainsi que la composition pharmaceut.que 
comprenant ledit conjugue et/ou les dits anticorps, ainsi que leur utilisation. 

io ftnifere-plan technoloa ig ue a la b ase de I'invention. 

De nombreuses maladies ont une etiologie inconnue ou incertaine. ou ('intervention d'une composante immunolo- 
oique n'est pas a exclure. Ainsi. I'arthrite rhumatoTde ou le SIDA peuvent presenter une composante mfect.euse (d en- 
gine virale ou bacterienne) et/ou une composante immunologique, mate la relation entre ces deux man.festat.ons 
15 oathologiques n'est pas encore elucidee. .... 

De mime la migraine pourrait eventuellement etre caracterisee par une composante .mmunolog.que semblable. 
Cependant. il est a I'heure actuelle impossible de concevoir la possibility d'existence d'auto-anticorps qu. PU'ssent 
avoir reffet devastates que presente le syndrome d'immunodeficience acquise ou encore engendrer des cephalees 
intolerables ou des atrophies musculaires incapacitantes observees chez les patients souffrant de mig.ra.ne et d arthnte 
20 rhumatoTde. II est egalement difficile de concevoir comment un agent infectieux peut etre I'agent etiolog.que responsa- 
ble induisant une telle synthase d'auto-anticorps. 

Le syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA ou AIDS) est une consequence de I infection ^par les HIV, ma.s le 
syndrome apparart avec un decalage de plusieurs mois ou meme plusieurs annees apres le debut de I .nfect.on, sans 
qu'on sache quel est I'element causal qui a provoque ce passage de I'etat latent vers le syndrome. Une composante 
25 auto-immune n'est pas envisagee. et d'ailleurs les methodes necessaires pour entreprendre une telle recherche n ex.s- 

tSnt Xrthrite rhumatoTde est experimentalement provoquee chez I'animal (le rat) par injection de concentres de myco- 
bacteries sans qu'on sache quel r6le ces produits mycobacteriens peuvent jouer dans le developpement de cette arth- 
rite experimentale. Une composante auto-immune est soupgonnee dans I'arthrite rh " mato ^ e J luma,n ( f t ^ e 
so gestaTon reduit ou supprime, pour la duree de la grossesse. revolution de la malad.e. Cependant. '^^^f "6ces- 
saires pour entreprendre une telle recherche sur I'auto-immunite des malades ne sont pas d.spontoles et par a.lleurs. 

° n n LaTb?c2losrett C clS)nique chez beaucoup de malades, sans qu'on sache quel est le motif de cette persistance 
mycobacterienne. ni la cause du reveil de la maladie. La tuberculose s' accompagne d'une immunod^ress.on chez les 
35 patients qui se presented pour un traitement specifique. mais les auto-anticorps potent.ellement debHtents qu. pour- 
raient accompagner le phenomene d'immunosuppression ne sont ni soupgonnes n., a fortiori, recherches. 

II est egalement connu qu'une infection tuberculeuse s'accompagne de la production d anticorps anti-glycol.p.des 
tels que I'anticorps anti-lipoarabinomannane, et que le mannose produit par des souches mycobactenennes v.rulentes 
permet d'echapper a la reaction immunitaire de I'hote. Cependant, le mecanisme precis qu. provoque ces react.ons 

n ^^^""^g^^g d . auto . antiC0 rps diriges contre un sucre elemental tel que le mannose, I'acide acetyl-neura- 
minique ou la galactosamine n'est pas soup?onnee. et les techniques immunologiques n6cessa.res pour les mettre en 

6Vri U C migS'S e est P tfetiologie inconnue. mais la douleur de la migraine est d'origine vasculare. Aucun modele de 

45 pathogeny de la migraine nese base sur une theorie auto-immune. 

Cependant. la demonstration que les indolamines (tryptamine. serotonine. methoxytryptamme. etc.) presentes 
dans le cerveau peuvent §tre immunogenes apres leur couplage a des molecules porteuses. que les anticorps qu. sort 
induits artrficiellement par vaccination peuvent etre detectes (Antisera against the Indolealkylamines ^vptophan, ^5- 
hydroxytryptophan, 5-hydroxytryptamine. 5-methoxytryptophan and 5-methoxytryptamine tested by an ELISA me hod 
M Ge4rd et al.. J. Neurochemistry. 44, 1221 -1228 (1985)) et que la serotonine est impl.quee comme un med.ateur de 
la migraine rend plausible I'hypothese que des auto-anticorps anti-indoles peuvent etre impliques dans la rn.gra.ne de 
tous ou du moins une partie des patients souffrant de maux de tete. _ 
La possibilite d'induire experimentalement des anticorps diriges contre la serotonine. la tryptamine et autres deri- 
ves indoliques chez I'animal (par injection de conjugu6s de ces haptenes a de I'albumine et analyse subsequente du 
serum par un test ELISA pour la detection des anticorps crees). a ete decrite. Neanmoins, des tests diagnostiques suf- 
fisamment sensibles pour prouver leur hypothetique existence chez des patients souffrant de maux de tite, n existent 
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Pour arriver k obtenir artif iciellement des anticorps diriges centre de tels haptenes, il est n6cessaire de preparer un 
conjugue constitue par lesdits haptenes couples k une proline porteuse (telle que la s6rum-albumine bovine) ou un 
support solide (polymeres, globules rouges, ...)• 

Pour obtenir un conjugue immunoreactif, (c'est-&-dire un conjugue contre lequel il est possible d'obtenir une syn- 
5 these importante d'anticorps), il est necessaire d'arriver k obtenir le couplage de nombreux haptenes sur ladite proteine 
porteuse et/ou ledit support solide. 

Cependant, & ce jour, il n'a pas ete possible d'obtenir un tel conjugue qui soit immunoreactif et qui pourrait §tre uti- 
lise dans un dispositif et un procede de detection et/ou de quantification d'anticorps ou utilise comme une composition 
pharmaceutique susceptible d'induire une reaction immunitaire humorale et/ou cellulaire. . 
10 En outre, le concept d'auto-anticorps diriges contre des acides amines, des carbohydrates et leurs derives, asso- 
cies k des maladies auto-immunes, n'est pas d'actualite et represente une deviation intolerable du paradigme qui gou- 
verne ce domaine de la recherche medicale. 
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Buts Invention, 



La presente invention vise k obtenir un nouveau conjugue comprenant un ou plusieurs haptenes couples k une 
proteine porteuse, ledit conjugue etant immunoreactif. 

La presente invention vise egalement k obtenir les anticorps diriges contre ledit conjugue immunoreactif. 

Un autre but de la presente invention est relatif k I'obtention d'un precede de detection et/ou de quantification 
20 d'anticorps presents dans un f luide corporel d'un patient, comprenant I'utilisation du conjugue et/ou des anticorps selon 
I'invention. 

Un but compiementaire de la presente invention concerne I'obtention d'un dispositif de diagnostic et/ou une com- 
position pharmaceutique comprenant ledit conjugue et/ou lesdits anticorps selon la presente invention. 

25 Elements caracteristiques de la presente invention. 

La presente invention concerne un conjugue immunoreactif comprenant un ou plusieurs haptene(s) comportant un 
groupe sulfhydryl et choisis parmi le groupe constitue par les acides amines, les derives d'acides amines, les carbohy- 
drates, les derives des carbohydrates, les carbohydrates amines, les derives des carbohydrates amines, le phosphati- 

30 dylinositol, la sphingosine, les derives de sphingosine, la N-acetyl-D-sphingosine et/ou les derives de N-ac6tyl-D- 
sphingosine; ledit haptene etant couple k une proteine porteuse hydrosoluble d'un poids moieculaire sup6rieur k 8000 
KD et/ou k un support solide, par un agent couplant susceptible de se fixer au groupement sulfhydryl dudit haptene. 

Selon la presente invention, on entend par acide amine et derive d'acide amine comportant un groupement sulfhy- 
dryl, un acide amine tel que la cysteine ou un derive d'un tel acide amine tel que la N-acetyl-L-cyst6ine, la cysteine-NO, 

35 la N-acetyl-L-cysteine-NO, la L-rglutamyl-L-cysteine, I'homocysteine. le mercapto-ethanol, la methionine, la thiolhisti- 
dine, J'acetylmethionine, la S-ad6nosylhomocysteine, la N-acetyl-cysteine-glycine ou le glutathion, comprenant de 
manure native ledit groupement sulfhydryl. 

Des derives d'acides amines comportant un groupe sulfhydryl peuvent §tre egalement des acides amines (en par- 
ticulier les vingt acides amines naturels, I'ornithine, la citrulline, ...) modifies par des produits r6actionnels qui substi- 

40 tuent un groupement sulfhydryl (-SH) au groupement amine (-NHg) et/ou au groupement hydroxyl (-OH) present sur 
ces hapten es, selon des method es bien connues de ('Homme de I'Art. 

Cette substitution peut par exemple §tre obtenue au moyen du reactif de Traut (2-iminothiolane-HCI) ou le N-suc- 
cinimidyi S-acetylthioacetate. L'agent couplant utilise dans le procede selon I'invention est done susceptible de se fixer 
au groupement sulfhydryl (-SH) dudit haptene. 

45 Les derives d'acides amines et de carbohydrates selon I'invention sont de preference choisis parmi le groupe cons- 
titue par la glutamine, la N-acetyl-L-glutamine et la glutamine acyiee, I'acide N -acetyl -glutamique et I'acide giutamique 
acyie, le diethylnitrosamine, I'acetylmethionine, la N-acetyl-arginine et I'arginine acyiee, la N-acetyl-ornithine et I'orni- 
thine acyiee, la carnitine, le N-ethyl-N-nitrosouree, le N-acetyl-L-homoserine et I'homoserine acyiee, le N(co)-nitro-L- 
arginine-methyl-ester, la taurine, la nicotine, la N a -acetyl-lysine, la N e -(carboxym6thyl) lysine, la N e -(carboxym ethyl) 

so hydroxylysine, la N a -acetyl-N e -(carboxymethyl) lysine, les indolamines, en particulier le tryptophane, le 5-methoxytryp- 
tophane, le N-acetyl -tryptophane et I e tryptophane acyie, la 5-hydroxytryptamine (serotonine), la 6-hydroxytryptamine, 
la 5-methoxytryptamine, la 5,6-dihydroxytryptamine, I'acide 5-methoxyindolacetique, I'acide 5-hydroxyindolacetique, la 
N-acetyl-5-methoxytryptamine (meiatonine) le 5-methoxytryptophol ou le 5-hydroxyptryptophol. 

Les derives acetyies et acyies de ces substances qui ont ete reconnus pour augmenter de fagon significative 

55 I'immunogeneicite de ces molecules sont egalement compris dans ce groupe, de m£me que les molecules qui peuvent 
§tre immunologiquement plus reactives lorsqu'elles sont nitrosyiees (par exemple les derives de mercapto-ethanol, la 
taurine, la methionine, I'acetylmethionine, la nicotine et la thiolhistidine). 

Les di- et tri-acides amines tels que la cysteine-glycine, la N-acetyl-cysteine-glycine, la cysteine-glycine acyiee, le 
glutathion, le N-ac6tyl-aspargyl-glutamate, la L-y-glutamyl-L-cysteine sont egalement immunogenes. 
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Les d6riv6s acetylfe et acyies de ces substances qui en augmentent rimmunoreactivite sort egalemert compris 
da J ce gtoupe * n^Tme que les molecules qui peuvent etre immunoiogiquement plus reaches lorsquel.es sort 
1SZ£!^£JL >es derive de glutathion. la L-rglutamyl-L-cysteine, et la N-acetyl-cyste,ne-g^ 

Les indolamines sort des metabolites presents dans les tissus mammaliens issus du mStabo.isme de .a serotomne 
et sont le r6sultat d'actions ^enzymes telles que la monoamine oxydase et la N-ac6ty transferase. . 

L hapSne peut etre egalemert un derive de sphingosine, en particulier la D-sphingos.ne. le sp "'"9°^^; 
ranosi7eTspUosy.-phosphoryl-cho.ine et la N-acetyl-D-sphingosine, modifie par la subst.tut.on d un groupement 

"TSe^^^ par .'addition d'un groupement su,fhydryi sort .e phospha«dy.inositoL les 

camohyJates les derives de carbohydrates, les carbohydrates amines et les derives de carbohydrates am.nes en 
oartiSJe le ducose le mannose. le galactose, farabinose et I'acide muramique, ainsi que leurs d6r.v6sam.n6s la glu- 
coslm ne fa oaSrtosam^ne .a mannosamine et leurs derives acetyles, en particulier I'acide N-acetyl-neuram.n.que. 
ScST N ai?^ Sur^fnique, la N-ac6ty.-glucosamine. la N-acetyl-mannosamine, .a N-ac^tyl-galactosamM^ 
acae N-ac?tyVmuramique. la N.N-diacetyl-galactosamine, la N.NKiiac6tyl-glucosamine et les d6r.v6s d.sacchandes 
els qu H ^N-N'-diacetyKhi obiose. le 2.3-acetyl-trehalose. le 2 ,3-diac6ty.-treha.ose ou leurs substrtutsacy.es telsque 
e stTarate le palmitate. le phthioceranate, Phydroxyphthioceranate, les disaccharides tels que le -«-(1^5) D-arab - 
nofuraSeou encore le s'e-di-O-Me-p-D glucopyranosy.-(1 ^^^ L fr?«^^^ £££ 
aue oour la leore) Sort inclus dans ce groupe de carbohydrates et de leurs der,v6s, le tr.sacchar.de L-a-D-heptose 

sort aussSs le phosphatidyl-inositol mannoside (1 -phosphatidy.-L-myo-inositol 2-0-a-D-mannopyranos«le) et le 
dipeptide N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine et la S-adenosylhomocyste.ne 

Dans ce cas la substitution des groupements hydroxyl par un groupement thiol peut §tre obtenue par le react! de 
TraJ ?e o'iSart e un pH 6gal ou sup6neur a 10. De meme, les carbohydrates et leurs derives peuven t etre rendus 
7^Z^SZmon6e Na.0 4 . ce't agent oxydant liberant les aldehydes des -oses et ces aldehydes pouvart 
ensuite r6aair avec les r6sidus amines de la prote.ne porteuse. » 

Avantaaeusement dans le conjugue immunoreactif selon la presente invention, la prote.ne porteuse est cho.s.e 
parmTTe g^upl IcoSuTpar la gelatine. Phistone, ralbumine, de preference I'albumine bovine de.ipidee. la po.yser.ne 

° U 'iS^sTolides sort des globules rouges, des derives polymeriques (polystyrene. ... ou du latex) qui, peuvent 
6tre couoles wr des agents couplants aux haptenes ou au conjugue (comportant la prot6,ne porteuse) selon l.nven- 
Zn PreKentie S e support solide est consfrtue de polystyrene sensibilis6 par la ma.eimide qu. sera couple* * aux 
Stenes et b ^omSecules par teur groupement sulfhydry. present a retat natif ou artif iciellement cr66 ^r exemple par 
"eTeSde Traut). De tels'supports solides sensibi.is6s par ,a maieimide f ixant les ^^St^SS^S^ 
hues de maniere commerciale (par exemple les plaques de rn.crot.trat.on SULFHYDRYL BINDING ^ out) i«ry 

^yaLfre^prrt6in^porteuses ou supports solides bien connus de I'Homme de .'Art et suscepfbles d'efre couplfe 
a nSSZSSfSZl conjugue immunoreactif. ou au conjugue. selon la presente invention peuvent egalemert etre 



^/Wartaaeusemert dans le conjugue immunoreactif selon la presente invention, I'agent couplant est choisi parmi 
,e groupe consSu6 £r ta > parabe nzoqUone, la p-to.uquinone. la dichloroquinone, la chinhydrone ou la 2 .6^.ch.oro- 

benZ 2penTart. d'autres agents couplants capables d'etre couples a une proteine et susceptib.es de se fixer au grou- 
''TteS^ 

dyldithioJpropTonate. le succinimidy.-4-(N-maieimido-m6thyl)cyclohexane-1 -carboxylate ~ « 

La presente invention concerne egalemert un proc&de de pr6parat.on du conjugue ,mmuno-r6actrf selon la Pr6- 

serte intention dans lequel un ou plusieurs haptenes comportant un groupe sulfhydryl sort coupl6s i une jprtfrne 

Porteuse hydrosoluble dun poids moieculaire superieur . 8000 KD et/ou a un support sol.de par un agent couplant (te. 

que decrit ci-dessus) susceptible de se fixer au groupement sulfhydryl dudit haptene l Dr6|ab|ement substi . 

Avantageusemert. les groupements amines eVou groupements hydroxyl de I haptfene ont 6te pr6lablemert suost. 

partiSlieMrirtions Fab'. Fab. F(ab') 2 . ... de celui-ci) dirige(s) centre le conjugue immunoreact-f selon .a presente 

'"^effet la Demanderesse a d6montr6 qu'il est possible dobtenir un conjugue immunoreactif corTprenart.«lrt 
haotene c^ e-dire un conjugue qui est caracterise par une specific^ artigenique eVou .mmunogen.que (humo^e 
eX cem Jfe) e qu^. est possible d'obtenir une reaction croisee entre ledit conjugue et un art-corps d.r.ge centre ledrt 
^SSSSi reason croisee ou liaison etart susceptible d'itre detectee in vitro par les methodes b.en connues de 
I'HommederArt). 



4 



l: <EP 0736770A2_I_> 



EP 0 736 770 A2 

La pr6sente invention concerne egalement I'arrticorps (monoclonal ou polyclonal) et/ou des fragments (en particu- 
Her les portions Fab', Fab, F(ab") 2 . ••• de celui-ci) dirige(s) contre ledit anticorps. 

Un autre aspect de la presente invention concerne le dispositif de diagnostic et de quantification, tel qu'une trousse 
de diagnostic ou une colonne de chromatographic comprenant le conjugue et/ou les anticorps (ou un fragment de 
5 ceux-ci) selon invention. Dans ledit dispositif de diagnostic et de quantification, le conjugue selon 1'invention ou I'hap- 
tene peuvent §tre directement couples sur un support solide tel que decrit pr§c6demment. 

II est done possible d'obtenir un proc6d6 de detection et/ou de quantification d'anticorps presents dans un fluide 
corporel d'un patient te! qu'un s6rum, lesdits anticorps etant sp6cifiques d'haptenes de faible poids mol6culaire, le plus 
souvent indicatifs d'une pathologie comportant une reponse auto-immune. Selon ce procede, on preieve un fluide cor- 
10 porel du patient, de preference du serum, on fait r6agir les anticorps presents dans le fluide corporel avec le conjugue 
selon Tinvention 6ventuellement fix6 sur un support solide et on detecte et/ou quantifie la reaction crois^e entre ledit 
conjugue et lesdits anticorps diriges contre ledit conjugue. 

On entend notamment par "quantification des anticorps", la determination (par des methodes connues de I'Homme 
de I'Art) du pourcentage d'immunoglobulines (de classes IgM, IgA, IgG, ...) pr6serrtes dans le fluide corporel. 
75 La presente invention conerne egalement la composition pharmaceutique telle qu'un vaccin comprenant le conju- 
gue et/ou les anticorps (ou des fragments de ceux-ci) selon Tinvention et un v6hicule pharmaceutique ad6quat 

Des vehicules pharmaceutiques selon I'invention, ad6quats pour ('administration orale, sont ceux connus pour une 
telle administration, par exemple sous forme de tablettes, enrobees ou non enrobees, de pilules, de capsules, de solu- 
tions ou de sirops. 

20 D'autres vehicules pharmaceutiques adequats sont utilises selon le mode d'administration choisi (intraveineux, 
intramusculaire, ...). 

En particulier, les vehicules pharmaceutiques ad6quats et les adjuvants sont des vehicules et adjuvants communs, 
bien connus de I'Homme du Metier, qui permette d'induire ou de supprimer la reponse cellulaire et/ou humoraledu sys- 
teme immunitaire. 

25 Les compositions pharmaceutiques sont prepares selon des procedes generalement utilises par les pharmaciens 
et peuvent comprendre des vehicules pharmaceutiquement adequats, solides ou liquides, et non toxiques. 
L'incorporation d'un milieu gaienique peut etre 6galement envisag6e. 

Le pourcentage de produit actif (conjugue ou anticorps) / vehicule pharmaceutique peut varier selon de tr&s larges 
gammes, uniquement Iimit6es par la tolerance et le niveau d'acceptation du produit par le patient. Les limites sont en 
30 particulier d6terminees par la frequence d'administration. 

Un dernier aspect de la presente invention concerne I'utilisation de la composition pharmaceutique selon I'inven- 
tion pour la preparation d'un medicament destine & la prevention et/ou au traitement des pathologies comportant une 
reponse auto-immune. 

On entend par pathologie pr6sentant une reponse. auto-immune, les maladies auto-immunes et/ou les maladies 
35 caracterisees par une infection entraTnant une perturbation du systeme immunitaire. 

De preference, lesdites pathologies comportant une reponse auto-immune sont choisies parmi le groupe constitue 
par la sclerose en plaques, la sclerose amyotrophique laterale, I'hyperthyroTdie, Parthrite, la cirrhose, les lupus, les syn- 
dromes antiphosphatides (accidents thrombotiques, dermatites bulleuses, ...). les syndromes n6phrotiques, les acci- 
dents vasculaires cerebraux, la myasthenie, le cancer, la tuberculose et/ou le syndrome d'immuno-deficience acquis 
40 (AIDS). 

II est egalement possible d'inclure dans la definition d'une pathologie comportant une reponse auto-immune, la 
migraine. 

Description d'une forme d'execution gr&ter&e de llnvention. 

45 

L'invention repose sur I'observation, connue depuis longtemps, que les agents infectieux induisant des desordres 
immunitaires ou des maladies telles que le syndrome d'immuno-deficience acquise ou la tuberculose, infectent les 
macrophages des personnes infectees et peuvent y resider longtemps, mSme si la mission principale de ces macro- 
phages est I'eiimi nation de ces agents infectieux. 
so II a ete egalement pris en consideration que les radicaux libres oxydants, entre autres I'oxyde nitrique (NO), syn- 
thetis6s dans les macrophages en premiere reponse & une infection, sont tres nocifs pour les cellules elle-m§mes et 
que ces radicaux sont rapidement sequestres par un acide amine particulier (la cysteine). 

La cysteine est le recepteur naturel de I'oxyde nitrique et forme de la cyst6ine-NO. 

De fa?on inattendue, la Demanderesse a decouvert qu'il est possible de former des immunoconjugues (ou conju- 
55 gu6s immunoreactifs) de cysteine et de cysteine-NO en les couplant k une proteine porteuse telle que de la gelatine, 
une histone, de I'albumine ou toute autre proteine porteuse. II est possible qu'un patient souffre d'affections diverses 
par le fait que des anticorps reagissent contre des immunoconjugues comprenant la cyst6ine-NO ou I'acide amine 
naturel cysteine. Ceci a ete observe dans un test ELISA ou les puits etaient sensibilises par le conjugue selon I'inven- 
tion. 
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De manure inattendue, il est done possible d'obtenir des conjugues immunoreactifs comprenant un ou plusieurs 
haptenes comportant un groupe sulfhydryl, led* haptene etant couple a une proteine porteuse par un agent couplant 
susceptible de se tier au groupement sulfhydryl (-SH) dudit haptene. 

La fixation des haptenes est particulierement eff icace, e'est-a-dire qull est possible sur une seule proline i por- 
teuse de coupler un grand nombre d'haptenes lorsqu'on utilise comme agent couplant la parabenzoquinone (PBQ). 

La paraoenzoqurnone est une molecule qui fut proposee comme agent couplant pour la synthase d'.mmunoconju- 
ques constitues d'un enzyme couple a un anticorps. L'action couplante de PBQ porte sur une var.ete de radicaux pre- 
set dans les proteines et polysaccharides (groupes amines, sulfhydryl. -OH et -H) mais son 

abandonne en raison de I'inactivation de I'activite enzymatique et immunolog.que des conjugues obtenus (Coupling of 
enzymes to antibodies and antigens. Avrameas S. et al.. Scand. J. Immunol. Vol 8. Suppl.7. 7-23 (1978)). 

L'activation d'acides amines, entre autre la cysteine, en vue de leur conjugaison avec des proteines ou autres 
molecules, est obtenue communement par I'intermediaire : 

1) du carbodiimide qui active lafonction carboxylique (-COOH) d'une molecule et reagit ensuite ou en meme temps 
avec une fonction amine (-NH^d'une autre (oude la mime) molecule. o . , . 

2) de la glutaraldehyde qui reagit avec la fonction -NH 2 d'une molecule et une fonction -NHa d une autre (ou de la 

3) d^aXSideCcdn?ue ou glutarique. maleique etc. qui attaque la fonction -NH 2 libre des molecules et la pro- 
longe en une fonction carboxylique, laquelle est ensuite activee par la carbodiimide. 

Si une activation des fonctions carboxyliques en phase organique est envisagee. ceci est possible par I'ethylchlo- 

r0f0r S; e s methodes de couplage consistent en la substitution des amines primaires de deux molecules ^ 
pement liant -S-S. Ceci s'effectue generalement par un agent heterobifonctionel dont une moit.e succ.n.rrude s implante 
au niveau des -NH 2 d'une molecule, habituellement les -NH 2 de la lysine, suivi de la Hb6raton du gmpmrtl^ <- 
SH) constituent I'autre moitie de I'agent heterobifonctionel couplant. par reduction (dithiothrertol ou mercapto6thanor) 
d'une fonction S-S cachee. puis reaction du groupement thiol libere dans cette molecule avec un groupe S-S cache 
d'une autre molecule activee par le m§me ou un autre agent heterobifonctionel de meme nature, possedant encore une 
moitie r6actionelle S-S cach6e non-redu'rte. . . . .„ »_ 

Le resultat de cette methode de couplage. bien connue de I'Homme de .'Art. est la formation ,ntermol6c^e d un 
pont S-S couplant les deux molecules activees. L'agent heterobifonctionel couplant preferential ement utilise ^pour ce 
^pe de couplage est le Sp6p (N-Succinimidy. 3-(2-pyridyldithio)propionate. Si une des ^ cu ' e ? d ^% k ^, 
jugaison possede deja une fonction sulfhydryl (-SH). le processus d'activation et de couplage par le SPDP est s.mplrf.6 

^ m Un?grande variete de methodes de couplage existe. soit comme variantes de celles decrites jci. soit comme : sys- 
temes differents (par exemple liberation des fonctions ald6hydiques des sucres souvent presents dans lee ' P^es 
glycosyiees. au nSyen de Nal0 4 . puis reaction des aldehydes liberes avec des fonct.ons amines des P^.nes)j«.s la 
plupart, sinon toutes les methodes decrites, incorporent d'une fagon ou d'une autre un groupement -NH 2 present sur 
une molecule ou I'autre. dans le processus de la conjugaison. Le plus souvent. famine pr.ma.re modrf.ee apparent ^ 
la lysine Meme des proteines porteuses (hemocyanine. albumine) activees par une maie.mde r6act.ve avec des sul- 
fhydryls portent les fonctions maieimide uniquement greffees sur les residus lysine , de. ces proteines Porteusea 

Le merits d'un couplage par I'intermediaire de la parabenzoquinone r6s.de d'abord dans le trte grand nombre de 
sites r6actionels greff6s sur la proteine porteuse, non Iimit6s 6 la fonction epsilon-amine de la lys.ne ou aux groupes 
cf*o^uTs Ensuite, la simpHcrte de la methode permet que le groupement sulfhydryl (-SH) soit nature! ement pre- 
sent dans certaines proteines et acides amines et d6riv6s amines, soit introduit art».c,el.ement dans les 
tinees au couplage. n'est pas un groupement reactionel parmi d'autres mais bien un groupement r6actionel pr#te erttel 
du PBQ. Enfin, ceci permet que I'attachement de la cysteine ou de la N-ac6tylcyst6ine au po ym6re porteur par J I inter- 
medial du groupement thiol n'influe pas ou peu sur les qualit6s immunologiques de la cysteine ou N«c6ty qjeme 
coupiees. Les haptenes non soufr6s. et leurs derives possesseurs d'un groupement -NH2 peuvent ©tre irthsjs tels 
quels et greffes au polymere porteur active par la PBQ par I'intermediaire de leur fonction amine, mais .Is ^peuyen auss. 
avantageusement etre modifies par des produits r6actionels simples qui substituent un groupement -SH au groupe- 
ment -NH 2 . selon des methodes bien connues de I'Homme de I'Art. et §tre ensuite couples avec une eff icacrte remar- 
quable k la proteine porteuse par I'intermediaire de la parabenzoquinone. 

Le SPDP d6ia d6crit peut 6tre utilise pour remplacer un groupement -NH 2 d'haptene par un groupement -SH mais 
des molecules plus simples et d'utilisation plus simple, tel.es le r6actif de Traut (2- Iminothiolane-HCl^ ou encore le N- 
succinimidyl S-ac6tylthioac6tate. peuvent 6galement Stre utilis6es. avec une grande simp >«'Crfe dans a m^hode de 
substitution De m6me. outre la benzoquincne. on peut envisager d'utiliser la p-toluquinone, la d-chloroqumc Ja *in- 
hydrone, la 2.6^ichlorobenzoquinone et autres d6riv6s de la benzoquinone pour remplir le r6le d agent couplant rempl. 
par la benzoquinone. 
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Differents conjugu6s immunoreactifs selon la pr6sente invention ont 6te prepares en activant difterentes prolines 
porteuses, telles que de I'albumine bovine d6lipid6e, mais egalement de I'hemocyanine, des histones, de la polylysine 
ou de la polys6rine, etc. par de la benzoquinone et en les couplant aux haptenes de invention. 

Les acides amines possedent par definition un groupement amine qui peut servir k leur greffage k des polymeres 

s porteurs mais dont la modification en groupement sulfhydryl est couramment pratiqu6e par I'Homme de I'Art. Les r6ac- 
tifs les plus communement utilises sont le reactif de Traut (2-lminothiolane-HCI) ou encore le N-succinimidyl S-acetylth- 
loacetate (SATA). La reaction d'addition d'un groupement sulfhydryl k une amine primaire au moyen d'un de ces deux 
rSactifs se realise facilement k un pH superieur k 7. Dans le cas du SATA, la terminaison sulfhydryl est protegee et peut 
etre facilement liberee par traitement avec de rhydroxylamine. 

w II est possible de : 

soit activer I'haptene par de la benzoquinone, que cet acide soit modif i6 ou non par substitution d un groupement 
sulfhydryl k la place de I'amine primaire, puis mettre I'acide amine active en contact avec le polymere porteur, 
soit d'activer la proline porteuse par de la benzoquinone pour ensuite y coupler I'haptene, que cet acide soit modi- 
15 f i<§ ou non par substitution d'un groupement sulfhydryl k la place de I'amine primaire. 

Preferentiellement, la substitution des amines primaires d'un haptdne par un groupement sulfhydryl est pratiqu6e 
systematiquement. Les deux approches decrites, I'activation de I'haptene (acide amine naturel ou derive d'acide amine 
naturel) et I'activation de la proteine porteuse, se sont reveiees egalement valables. 

20 Preferentiellement, on activera la proteine porteuse. qui permet par son poids moieculaire 6lev6 une elimination 
simple et rapide de la PBQ en exces, par filtration, chromatographie ou dialyse. 

Une activation de la proteine porteuse par la benzoquinone a ete decrite (Coupling of enzymes to antibodies and 
antigens, Avrameas S. et al., Scand. J. Immunol. Vol 8, Suppl.7. 7-23 (1 978)). Ces conditions de couplage decrites sont 
inapplicables pour la conjugaison d'acides amines ou de carbohydrates et leurs derives k une proteine porteuse. 

25 De preference, la proteine porteuse, telle que I'albumine serique, humaine ou bovine, est solubilisee k une concen- 
tration de 10 mg / ml de solution dans une solution aqueuse tamponnee k un pH acide, pref6rablement aux environs 
de pH 6. Le PBQ solubilise k raison de 5 k 10 mg / ml dans un liquide organique (alcool, acetone ou autre solvant mis- 
cible k I'eau) est introduit dans la solution de proteine, en proportion variable selon les besoins de la synthase. Une 
quantite, en poids, de PBQ egale au 1/50 6me k l/200 dme du poids de proteine est pr6f6r6e lorsque la proteine est de 

30 I'albumine. La reaction a lieu k une temperature qui peut varier de 0 k 37 °C ou meme plus, k I'obscurite, durant un mini- 
mum de 1 heure mais qui peut §tre prolongee aussi longtemps que desire. Normalement la reaction est poursuivie 
durant 2 heures k temperature ambiartte. 

Apres activation de la proteine porteuse par le PBQ ou par un autre constituant de la famille des quinones, le pH 
de la solution est rendu basique, soit par filtration, soit par dialyse soit par chromatographie d' exclusion, ce qui eiimine 

35 egalement le PBQ qui n'aurait pas r6agi, soit par addition d'une base. Le pH est amene vers 8 k 1 1 ,5, dependant de la 
constante de dissociation des groupements reactionels de I'haptene destine au couplage, pour ensuite proc6der au 
couplage des haptenes, soit par leur fonction -NH 2 (pH de couplage compris preferentiellement entre 9,5 et 12) soit par 
la fonction -SH des haptenes sulfhydryies (pH de couplage compris preferentiellement entre 8 et 10,5). 

Les haptenes sulfhydryies sont prefers. Les haptenes sulfhydryies sont introduits dans la solution de polymere 

40 active dans une proportion variable selon le couplage d6sir6, en fonction du poids moieculaire de I'haptene sulfhydryie 
ou de son derive, par rapport au nombre de molecules de PBQ introduces sur la proteine. Un exces de molecules 
d'haptene est souhaitable par rapport au nombre de molecules d'agent couplant, pr6ferablement le PBQ, introduites. 
Normalement, le poids de I'haptene excede 4 k 5 fois le poids de PBQ introduit. La reaction de couplage est pratique- 
ment instantan6e. 

45 L'exces de molecules hapteniques est eiimine par dialyse, chromatographie ou filtration et le conjugue est stocke 
k -20 °C jusqu'& son utilisation pour developper des trousses diagnostiques, pour d6velopper un systeme d'isolation 
d'anticorps specifiques par chromatographie d'affinite ou encore pour developper des vaccins. 

1 . Svnthese de NO-cvsteine et de NO-N-acetvl-L-cvsteine. 



La cysteine et la N-acetyl-L-cysteine (NAC), coupiees ou non k la proteine porteuse, sont associes au -NO de la 
fagon suivante : les produits sont acidifies, normalement par 0,5 N ou 1 N HC1 (pour la cysteine), mais une solution de 
KH 2 P0 4 ou une solution d'acide succinique ou tout autre acide, peuvent egalement convenir pour la NAC, qui n'est pas 
precipitee par ces acides. Le nitrite de sodium (NaN0 2 ) est pese et dissous dans la solution contenant les molecules 
55 possedant un groupement sulfhydryl. Normalement, un exces de facteur 3 k 4 de molecules de nitrite est ajoute aux 
molecules de cysteine ou de derives de cysteine porteurs d'un groupement sulfhydryl, presents dans la solution. La 
solution acide est placee k 37 °C durant au moins 30 minutes, preferentiellement 60 minutes, pour que la liaison avec 
le NO puisse avoir lieu. Le pH de la solution est ensuite ramene vers la neutralite par addition d'un tampon pH 7,0 Tris 
ou phosphate concentre. Les autres haptenes de I'invention sont nitrosyies selon une methode identique k celle decrite 
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pour la cysteine. Des molecules ties reactionnelles. telles que le glutathion et I'hemoglobine, ne necessitent pas d'ame- 
ner le pH vers une acidite prorioncee pour obtenir une reaction : la reaction de nitrosylation a lieu a pH neutre. 

9 a fipnfiihilisation d'unp phase soli rie par le CQn iunue de I'invention, 

Les puits de plaques de microtitration, prSferentiellement NUNC maxisorb, sont couverts par une solution (100 nl 
/ puits) de NaCI 0,9 % tamponnee a pH 7.2 contenant entre 2 et 40 fig de proteine conjuguee, preferentieHement de 
I'albumine conjuguee durant 24 heures a 4 °C. a temperature ambiante ou a 37 °C. Un tampon pH 9.6 esrt egalement 
adequat ou tout autre milieu de sensibilisation qui favorise I'adsorption de la proteine conjuguee sur le plastique des 
puits Ap"res 24 heures ou plus d'incubation. les puits sont laves par une solution 0.9% de NaCI ou par toute autre solu- 
tion de lavage, et ensuite stockes a 4 °C avant leur utilisation dans un test ELISA de detection d'anticorps anti-hapte- 
nes. 

p h ftonsihilisation d'une phase soli rie par les haotenes de I'invention, 

PreferentieHement, une phase solide constitute de polystyrene (plaques de microtitration) activee par une malei- 
mide est utilisee. Chaque puits de la plaque de microtitration activee par la maleimide est incub6e avecO.1 k 2 : M d un 
haptene sulfhydryle selon I'invention, contenu dans 100 k 200 \i\ d'une solution min6rale aqueuse tamponnee k pH 
legerement acide (pH 6 a pH 6,8). Apres une heure d'incubation a temperature ambiante. les Purtssont laves^Les fonc- 
tions maleimides subsistantes sont inactivees par incubation des puits avec une solution a 0.2% de poudre de lart 
6creme durant une heure k temperature ambiante. 

? r-r^m a *"q ra P hifi d'affinrte. 

Du sepharose active par du CNBr ou par tout autre agent couplant est disponible commercialement (Pharmacia 
Uppsala Suede). Le precede de couplage de proteines porteuses telles que de ralbumine a cette suspension de gel 
de sepharose activ6 est connue de I'Homme de I'Art : le gel est lave par une solution acide sur un f.ltre en ceramique 
ou verre fritte. le pH de la solution de suspension du gel est basifie. generalement amene k pH 7.2 ou 8. La prote.ne 
porteuse d'haptenes destinee au couplage est melangee au gel et la reaction de couplage a lieu durant 24 heures a 
temperature ambiante. Le gel est ensuite lave et utilise pour ('adsorption d'anticorps anti-haptenes ou antigenes f.xes 
de facon covalente sur le gel par I'intermediaire de la proteine porteuse. La reaction immunologque d adsorption des 
anticorps sur les haptenes lies au gel se fait sort en batch soit sur une colonne. a pH neutre en m.l.eu normalement 0.9 
% NaCI L'elution des anticorps specifies s'effectue soit par des chaotropes, soit par des solutions acides (glycne- 
HCI pH 2) soit par de I'eau distill6e basif iee par NH4OH a pH 12. Ces methodes sont toutes bien connues de I Homme 
35 de I'Art. 

4. Vaccination. 

Des oiseaux et des mammiferes sont vaccines par une solution d'albumine originaire de la meme espece. a 
laquelle a ete couple un haptene. La solution vaccinante peut etre completee par des adjuvants qui amplrf.eront la reac- 
tion immunologique de production d'anticorps induite par le vaccin. 

§ Detention d'anticoms de r lassa laG et rte classe laM anti-N-acetyl-L-cyst6ine. 

100 mg d'albumine bovine delipidee ont ete mis en solution dans 5 ml d'eau contenant 5 mg de KH 2 P0 4 . 5 mg de 
PBQ ont ete mis en solution dans 1 ml de methanol, dont 0.25 ml (1 ,25 mg) ont ete ajoutes a la solution de proteine. 
Apres 1 heure a temperature ambiante et a I'obscurrte. 2 ml de la solution (40 mg ) ont ete dilues par 2 ml d une solution 
contenant 4 mg / ml de KH 2 P0 4 .3H20 et 2.5 mg de N-acetyl-L-cysteine Apres 30 minutes d'attente. la solution d immu- 
noconjugue a ete amenee a pH 7.2 par addition d'un tampon phosphate concentre. Une deuxieme preparation d immu- 
noconjugue. constituee egalement de 4 ml contenant 40 mg de proteine, a ete completee par 12.5 mg de nitrite de 
soude et par 13 mg d'acide succinique. Apres dissolution des ingredients ajoutes. la solution d'.mmunoconjugue a ete 
placee a 37 °C durant 1 heure. La solution a ete ensuite ramenee vers la neutralite par addition de 110 mg de 
KH,P0 4 3H20 Une solution d'albumine traitee de fagon identique mais avec de la glutamine au lieu d'acetyl-cysteme, 
a 4alement ete preparee. Une solution d'albumine sans haptene traitee de la meme fagon que les immunoconjugues 

a eg ^^^Jf o ^g^ s ont servi k fabriquer des plaques de microtitration pour la determination de la presence 
d'anticorps dans un echantillon : 20 jig dlmmunoconjugue par ml de solution de sensibilisation ont et6 prepays dans 
un milieu de sensibilisation constitue de NaCI 0,9%. amene k pH 7.2 par un tampon phosphate 0 05 M. Apres 18 heu- 
res d'incubation dans des puits de plaques de microtitration Maxisorb de Nunc, les puits ont ete laves par 0,9 ^ NaCI 
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puis incubgs durant 60 minutes k 37 °C par 100 jjl! de divers scrums humains dilu6s au centime dans une solution 
NaCI 0,9 % pH 7,2 contenant 0,2 % de tween 20. Apr£s lavage par une solution tamponnee de NaCI contenant 0,1% 
de tween, les puits ont 6te recouverts durant 30 minutes par trois anticorps anti-IgG, IgA et IgM humains, marques k la 
peroxydase. Apres lavage, la presence eventuelle de peroxydase, proportionnelle k la presence d'anticorps specif iques 
5 pour les haptenes ou pour Talbumine sensibilisant les puits, a ete determin6e par une reaction enzymatique coloree 
bas6e sur le peroxyde d'hydrog^ne en presence de tetramethylbenzidine. La reaction enzymatique produit une colora- 
tion bleue qui vire au jaune apr&s addition d'une solution d'arret acide (0.5N H 2 S0 4 ). Uabsorbance obtenue est mesu- 
r6e k 450 nm. Les resultats sont donnas dans le tableau 1 , pour cinq serums numerates de 1 k 5. 



Tableau 1 





Albumine 


NO-N-acetyl-cysteine 


N-acetyl-L-cyst6ine 




IgG 


IgM 


IgA 


IgG 


IgM 


IgA 


IgG 


IgM 


IgA 


1 


0,3 


0,31 


0,56 


0,30 


0,28 


0,55 


0,30 


0,28 


0,45 


2 


0,57 


0,42 


0,46 


0,49 


0,31 


0,44 


0,36 


0.30 


0,44 


3 


0,78 


0,33 


0,45 


0,77 


0,31 


0,40 


0,70 


0.30 


0.40 


4 


0,30 


0,23 


0,47 


1,51 


0,25 


0,46 


1,44 


0,24 


0,48 


5 


0,29 


0,48 


0,34 


0,27 


1.42 


0,33 


0,24 


1,33 


0,31 




25 Les resultats obtenus avec le conjugue glutamine etaient similaires au contrdle albumine et ne sont pas donnas ici, 
par souci de clarte. On voit que le serum 4 est positif en IgG pour la N-acetyl-L-cysteine (NAC), I6g£rement plus positif 
en presence de NAC- NO, tandis que le serum 5 est positif en IgM, pour les m§mes haptenes. 

6. Mesure de la soecificite de la reaction immunoloaiaue. 

30 

Une verification de la specificite de la reaction immunologique a ete effectu6e par une reaction de competition. Le 
s6rum 4, reagissant immunologiquement avec la NAC immobilis6e mais pas avec Talbumine, a ete mis en contact en 
solution avec le mSme haptene couple k de Talbumine, en concentrations decroissantes. La concentration de Timmu- 
noconjugue, base sur le poids de Talbumine porteuse, a ete vari6e de 100 \xg / ml k zero, par dilutions de moitie, puis 
35 diluees de moitie avec une solution contenant Tanticorps anti-NAC. Les melanges reactionnels ont 6t6 places k 37 °C. 
Apres 30 minutes d'incubation k 37 °C, les differents echantillons de s6rum adsorbe ont ete analyses pour la presence 
d'anticorps anti-NAC residuels. Les resultats sont assembles dans, le tableau 2. 



Tableau 2 



Immunoconjugue 
{\xg 1 ml) 


Absorbance 
450 nm 


50 


0,42 


25 


0,68 


12.5 


0,98 


6,75 


1,22 


3,375 


1,42 


1,65 


1,55 


0,825 


1,60 


0 


1.75 
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On voit que I'incubation du serum 4 en presence d'haptene durant 30 minutes a 37 °C avant ('analyse ELISA, reduit 
considerable.™* I'adsorbance obtenue. et ce de fagon proportionelle a la concentration de I'immunoconjugue en solu- 
tion, indiquant une inhibition specifique de la reaction immunologique par I'NAC en solution. 

7 Interference immunolOQi a ue due & la cysteine libre. 

Une analyse de la specified de la reaction immunologique de ('anticorps IgG anti-NAC a ete effectuie avec de la 
cysteine libre, en suivant le meme protocole que dans I'exemple 2. Les resultats sont assembles dans le tableau 3. 
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Tableau 3 



Cysteine 
libre &ig / ml) 


Absorbance 
450 nm 


10 


1,51 


5 


1,59 


2,5 


1,65 


1,25 


1,68 


0,625 


1.7? 


0,312 


1,73 


0,156 


1,76 


0 


1,77 | 
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On voit que le meme phenomene dinhibition de la reaction immunologique de I'antcorps avec I haptens NAC cou- 
ple sur les pTaques observe dans I'exemple 2 avec des serums incubes en presence d'NAC-albumme observe 
Kment loriue I'anticorps est incube prealablement durant 30 minutes a 37 °C en presence de cysteine libra La 
relation di ect?observee entre la dose de cysteine et I'inhibrtion provoquee plaide fortemenl ter , faveur W-*Mon 
specifique. L'inhibrtion observee est beaucoup moins prononcee que celle obtenue avec la NAC coup.ee a I albums. 
iSiquant que les anticorps sont plus specifique* pour la NAC mais presenter* une interference ^ 'ac^ne. Uso- 
lation et la purification de ces anticorps devraient permettre un traitement different de sujets souffrant de syndrdmes 
d'immunodeficience. 

ft Analyse dfi la so6cifici te Hes anticorps laG et IqM envers la cysteine et le -NO. 

II est connu que les gammaglobulines peuvent §tre degradees par la cysteine a pH basique II est egalement connu 
que "on seulement des agents "educteurs tels la cysteine mais egalement des oxydants degrade* les gammaglobuli- 
ns Trestetexclure la possibility que la cysteine et le NO interfered avec la reaction immunolog.qua Une analyse a 
ete eiSe sur un semm IgG et un serum IgM trouves positifs dans un test ELISA pour la NAC-NO coupteei *> 
I'albumine ainsi que sur un serum IgG positif pour un antigene tuberculeux. L'analyse sur un a " tlco ^ s ^ rt " b .^' e ^ 
permet de verifier de facon independante les possibles interferences dues a ruf.isaton d 'ag <^M*»" ££S 
et NAC) et oxydants (NO). Le contrSle interne de la specif icite de la reaction ,mmunolog.que a ete r6al.s6 en testant a 
Sarfton tmmmobgique en presence de cystine (forme reduite de la cysteine) et de NaNQ 2 active a pH acde de a 
m6me™que la cysteine et la (NAC). mais en .'absence de ces recepteurs. Une deuxieme experience a ete ensu, e 
eieSpour confirmer et completer les observations interessantes acquises lors de la premiere analyse. Les deux 
aSses o* ete conduites comme dans les exemples 2 et 3, e'est-a-dire que des haptenes Lores presents dans une 
so^a des concentrations decroissantes ont ete mis en contact avec des serums trouves positifs (en 
dans un test serologique ELISA pour I'haptene NAC ou pour un antigene tuberculeux. Les haptenes compet.tifs m.s en 
contact irsolution'avec les antWps IgG et IgM anti-N-acetyl-cysteine et IgG anti-tuberculeux etaient la cystine,^ 
NaNO z acklifie puis ramene a pH neutre, la cysteine, la cysteine-NO. I'acetyl-cyste.ne, l ^- c *"* ne ^^ 
cysteine-NO couple a de I'albumine. Apres 30 minutes d'incubation a 37 °C, les solutions covenant les haptenes l£res 
eJfes anticorps ont ete analyses pour la presence residue.le d'anticorps anti-NAC ou anti-tuberculeux. Les resultats de 
ces deux analyses sont donnes dans le tableau 4. 
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Tableau 4 





Concentration finale Oig/ml) en haptenes et en NAC-albumine competitifs libres 


5 




50 


25 


12,5 


6 


0 




serum positif IgG 
1^$xp£ri$nge 


10 


L-cystine 


0,90 


0,88 


0,83 


0,87 


0,84 




HN0 2 


0,77 


0,85 


0,84 


0,86 


0,84 




L-cysteine 


0,65 


0,68 


0,70 


0,84 


0.84 




L-cysteine-NO 


0,84 


0,84 


0,85 


0,86 


0.84 


15 


NAC 


0,27 


0,24 


0,27 


0,38 


0.84 




NAC-albumine 


0,36 


0,40 


0,69 


0.65 


0.84 




2im® experience 


20 


NAC 


0,23 




0.38 




1,15 




NAC-NO 


0,22 




0,37 




1,07 




Cysteine 


0,81 




1,12 




1,29 




Cysteine-NO 


1,22 




1,21 




1,29 


25 


Serum positif IgM 

Inexperience 




L-cystine 


1,49 


1,52 




1.44 


1.61 


30 


HN0 2 


1,55 


1.45 


1,49 


1,51 


1,50 


L-cysteine 


1,45 


1,43 


1.42 




1,37 




L-cysteine-NO 


1.54 


1,55 


1,50 


1.48 


1.59 




NAC 


1,46 


1,44 


1,40 


1,52 


1.52 I 


35 


NAC-albumine 


1,45 


1.47 


1.50 


1.55 


1,50 




2 im© exD6rience 




NAC 


1,61 




1,76 




1,88 


40 


NAC-NO 


1,51 




1.77 




1,89 


Cysteine 


1,53 




1.58 




1,84 




Cysteine-NO 


1,70. 




1,74 




1,83 




Serum positif IgG TUB 


45 


L-cystine 


1,12 








1,07 




HNO s 


1,04 








1,04 




L-cysteine 


1.07 








1,02 


50 


L-cysteine-NO 


1,07 








1,02 




NAC | 


1,11 








1,00 




NAC-albumine 


1,06 








1,00 I 



Cette analyse apporte plusieurs informations, entre autres : ni la cystine, ni le HN0 2 dans les conditions duplica- 
tions de I'analyse immunologique n'inf luent sur le resultat. Le NAC couple k Talbumine est un inhibiteur efficace, compte 
tenu de sa concentration reduite, par rapport k la molecule NAC utilisee libre. L'anticorps IgG est plus susceptible k 
inhibition que l'anticorps IgM. Uinhibition provoquee par la molecule NAC libre est plus efficace que celle due k la 
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module cystine libre. Le NO ridult Inhibition due ft la cystine mais n'atteint pas celle due ft la NAG. Au contraire. il 
semble s'amplif ier. 

g AnalvsP Hps I g M fl ™ nnnul a «nn Hp malades soi rffmnt de SClProsp Pn plagues (SEP)- 

Une analyse des IgM de personnes ne souffrant pas de maladies (tests de grossesse. accidents de la route etc) 
versu maSes soSrant de sclerose en plaque est donnee dans la figure I. Les absorbances observes pour la MAC 
^vSs i adsorbances observees dans la trousse contr6.e (albumine-glutamine). On vo.t qu un seul 
sutet sain pSsSrdes an7corps .egerement au dessus de la norme, que la moyenne (0,3) obtenue pour la popu.at.on 
S a!ne est sStaivement different^ de la moyenne etablie chez les- SEP (0.5), avec un malade spectacu.a,rement 
positif. 

10. Analyse Hps IqG d'un * population de seropositifs pour le HIV. 

Une analyse des IgG specifies de Pacetylcysteine de personnes seropositives pour le virus HIV I est donnee 
dans la figure 2. On voit que plusieurs sujets sont fortement positifs pour I'acetylcyste.ne. 

1 1 mtPdPrence d~ antimms anti- a ^vlrvslPine aver Ip nlutathion et avpr. Ip gutathion nitrosyle. , 

Le glutathion a ete nitrosyle de la meme fagon que la cysteine et Pacetylcysteine, comme decrit supra. Sepl t sjums 
riches ^en antonDS anti-acetyl-cysteine ont ete adsorbes durant 30 minutes a 37 °C avec 500 nanomoles d acetyl-cys- 
- ^^TSSiSn I ibre ou de glutathion nitrosyle, libre. Les serums adsorb^ ^ « TTSEKEiS 
pTience d'antLorps de classe IgG specifiques pour Pacetyl-cysteine. Le pourcent '^^J^^^ 
dans le tableau 5 On voit que la nitrosylation du glutathion amplif .e son pouvo.r de comp6t ton avec les anticorpa Le 
Srurn 7 ^eS inhibe de fa ? on simi.aire par .'acetylcysteine libre (9% d'activite serologique r6s.due.le) et par le g.utath.on 
nitrosyte libre (5% d'activite serologique residuelle). 



Tableau 5 



30 



analyse de interference de 7 serums positifs 


Pourcentage d'adsorbance residuelle 


S6rum 


NAC 


Glut. 


Glut.NO 


1 


12.7 


82.5 


42.9 


2 


18.3 


100.0 


71.4 


3 


2.7 


69.3 


57.3 


4 


21.8 


85.0 


63.2 


5 


11.1 


79.0 


65.4 


6 


7.0 


56.1 


31.6 


7 


9.0 


66.7 


5.0 



50 



55 



1 p AnalvsP laG et IgM Hp spn.ms nroy p nant hp natients so, iffrant daff lictions divprsps avec des immunoconjuques 
pre pares sslon I'invention. 

Les resultats obtenus avec la cysteine. I'acetyl-cysteine. le glutathion et leurs derives nitrosyl6s ont montr6 de 
facon tout Tfa^nattendue que des anticorps humains centre un monopeptide (e'est-a-dire un pept.de ^const.^ d un 
sS adde amine) centre un derive de cet acide amine, et a fortiori centre un tripept.de comprenant ^ ™n 
fmlnogJne S aient de facon naturelle et pouvaient etre mis en evidence par les conjugues de ^entoa H restart 
Tinker queTex stence de tels anticorps centre un acide amine n'etait pas restreinte a cet ac.de am.n6 Partner 
^^M??Mcl6e dans le cas Jautres molecules de poids meleculaire faible s.tue entre 200 et 400 KD que 
des ^^6e^Smo^re faible telles que les carbohydrates etaient egalement .mmunogen^ues dans . «r- 
£^^Xooiqu«. etfina,ement que ces anticorps a .'existence insoupsonnee jusqu'a present pouva,ent 
etre mis en evidence par un systeme de detection suff isamment puissant. 
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Des immunoconjugu£s produits k partir de mercapto£thanol, de d£riv£s d'acides amines et de carbohydrates ont 
6t6 prepares par activation d'une prottine porteuse au moyen de PBQ et substitution du r£sidu amine des haptenes 
par le rtactif de Traut, au pH mod6r6ment basique de 9,0. Les carbohydrates non-amin6s ont 6t6 substituts & pH 11. 
Le nombre de conjugues susceptibles d'etre synth6tis6s par la presente methode et le nombre de molecules sus- 

5 ceptibles d'etre analys6es est extr§mement eievt. Pour montrer I'universalite de la methode, les Inventeurs ont essen- 
tiellement choisi des molecules de poids moieculaire faible (derives d'acides amines et de carbohydrates), sans 
s'efforcer de demontrer que des molecules de poids moieculaire plus eieve,.c'est-&-dire des dipeptides et des dissac- 
charides ainst que des polypeptides et des oligosaccharides, sont elles aussi imunogenes : une antig6neicite demon- 
tree pour un monopeptide et/ou derive d'acide amine et pour un monosaccharide et/ou derive de monosaccharide 

w s'etendra le plus souvent aussi k la m§me molecule incluse dans une formation de poids moieculaire plus eieve comme 
il a ete montre avec la cysteine et le glutathion. 

Les molecules suivantes ont ete analys6es dans leurs fonction antig6nique : la N-acetyl-cyst6ine, la N-acetyl-cys- 
t6ine-NO, la N-acetyl-L-tryptophane, la N -acetyl -L-tryptophane- NO, la tryptamine, la serotonine, la serotonine-NO, la 5- 
methoxytryptamine, la glycine, la L-glutamine, la L-arginine, la L-arginine-p-naphtylamide, (a N-ac6tyl-arginine, la N- 

15 ac6tyl-arginine-NO, la N-ac6tyl -serotonine, le tryptophane, la L-valine-p-naphtylamide, la L-valine, la N-valine, le L-tryp- 
tophane-p-naphtylamide, la L-alanine-p-naphtylamide, Pac6tyl-ph6nylalanine-p-naphtylamide, la cysteine-glycine, la N- 
acetyl-glucosamine, la N-acetyl-glucosamine-NO, le mercapto-ethanol, le mercapto-ethanol -NO, la N -acetyl-ornithine, 
la N-acetyl-mannosamine, la N-acetyl-sphingosine, la D-sphingosine, I'acide N-ac6tyl-neuraminique, I'acide N-ac6tyl- 
D-galactosamine, I'acide N-acetyl-muramique, I'acide muramique, la N-acetyl-muramyl-L-alanine-D-isoglutamine 

20 (MDP), phosphatidylinositol 

La sphingosine et I'ac&ylsphingosine sont insolubles en milieu aqueux et ont ete substitutes de la fagon suivante 
: 1 mg de sphingosine et 1 ,5 mg d'acetyl-sphingosine ont 6t6 solubilis6s dans 0,1 ml et 0,2 ml de methanol sec. 420 jxg 
de r6actif de Traut solubilis6s dans 28 jxl de methanol anhydre ont 6t6 ajoutes k la solution d'acetyl-sphingosine. La 
reaction de substitution a eu lieu durant 45 minutes & 37 °C. Aprts ce temps, une solution de 10 mg d'albumine bovine 

25 d£lipid£e activee par 100 jag de PBQ k pH 6.0 a ete amende k pH 8 et ajoutee k la solution organique, rapidement en 
une seule fois. Le mercapto-ethanol a 6t6 couple directement par son residu thiol k I'albumine activee par le PBQ. Cer- 
tains immunoconjugues ont ete egalement nitrosyies selon la technique decrite. Des s6rums provenant de malades 
atteints de sclerose en plaques, de lupus, de syndrome d'immuno-deficience acquis (AIDS), de cirrhose, de myasthe- 
nie, de vascularite, de cancer, de migraine, de Ieuc6mie, de sclerose laterale, de Wallenstroem, d'arthrite et polyarth- 

30 rite, de polymyosie, de rhumatisme articuliare, de lymphome, d'infarctus, d'accident vasculare cerebral et de 
tuberculose ont ete systematiquement analysts pour la presence d'anticorps de classe IgG et de classe IgM centre ces 
haptenes. 

Parmi les conjugu6s etudies. il ressort que les conjugues de N-acetyl-arginine nitrosyle, de N-acetyl-5-hydroxytryp- 
tamine nitrosyie et de N-ac6tyl-glucosamine sont fr6quemment positifs pour certaines afflictions. Des patients atteints 
35 de sclerose en plaques, de lupus, de cirrhose, de myasthtnie, de tuberculose montrent frtquemment des positivites 
eievtes tandis que les patients atteints d'autres maladies (infections di verses, vascularite, Parkinson, dermatopolymyo- 
site) ne semblent pas posstder de composante auto-immune detectable par les immuno-conjuguts mis en oeuvre. 

Les derives portant la fonction p-naphtylamide n'ont ete trouv6s positifs dans aucun cas. La N-acetyl-ornithine est 
frtquemment eievte chez les patients atteints du SIDA et de sclerose en plaques, tandis que des titres eiev6s d'anti- 
40 corps contre I'acttyl -sphingosine sont absents chez les sidtens mais se retrouvent chez les malades atteints de scle- 
rose en plaques et les migraineux. 

Le tableau 6 ci-dessous compare les donntes IgG obtenues en utilisant la N-acetyl-mannosamine et la sphingo- 
sine coupiees k de I'albumine pour identifier la presence tventuelle d'anticorps chez des migraineux et des tubercu- 
leux. 
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Tableau 6 



10 



15 



20 



MO 

serum 


Migraine 


TubercL 


ilose 




N-A-mann.NH 2 


Sphingosine 


N-A-mann.NH 2 


Sphingosine 


1 


0,11 


0,71 


0,41 


0.15 


2 


0,00 


0.77 


0,47 


0.10 


3 


0,00 


0,62 


0,17 


0,08 


4 


0,00 


0.38 


0.19 


0.18 


5 


0,00 


0.20 


0,22 


0,12 


6 


0,00 


0,00 


0,24 


0,31 


7 


0,00 


0,00 


0,28 


0,22 


8 


0,20 


0,00 


0,31 


0,08 


9 


0,10 


0.00 


0.32 


0,18 


10 


0,46 


0.32 


0,28 


0,08 



25 



30 



On^itquelesmigraineuxn'ortpasd^ 
anticorps anti-sphingosine et Hnverse est observe chez les ^erculeux _ 

(myelome) sont tr£s fortement rSactionnels (voir tableau 7). 



Tableau 7 



35 



40 



45 



50 



SEP 


SIDA 


Migraine 


Tuberc. 


Asthme 


Crohn 


Depression 


Myelome 


0.26 


0.21 


0.41 


0.13 


0.45 


0.49 


1.44 


1.09 


0.25 


0.26 


0.50 


0.14 


0.39 


1.09 


1.61 


1.49 


0.26 


0.34 


0.47 


0.21 


0.31 


1.37 


1.47 


1.85 


0.18 


0.35 


0.53 


0.19 


0.49 




1.12 


1.53 


0.21 


0.35 


0.47 


0.18 


0.89 






1.79 


0.17 


0.33 


0.48 


0.36 


1.20 






1.31 


0.24 


0.33 


0.36 


0.45 


1.27 






0.79 


0.16 


0.30 


0.09 


0.36 


1.24 






066 


0.18 


0.38 


0.23 


0.47 


1.01 






0.73 


0.14 


0.55 


0.15 


0.43 


0.80 






0.92 
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gosine (colonne 6), la N-ac6tyl-sphingosine (colonne7) f I'acide muramique (colonne 8) et le muramyl-dipeptide 
(colonne 9) sont donnes dans le tableau 8, apr£s soustraction des valeurs contrdles (albumine seule). On voit Timpor- 
tance des reponses observes centre les carbohydrates et le N-ac6tyl-sphingosine. 

5 13. Analyse compare de presence d'anticoros anti-N-acetvl- cvsteine sur des plagues de microtitration sensibilis6es 
par un coniuaue ou par I'haptfene. 

Des plaques de microtitration NUNC Maxisorb ont 6t6 sensibilis§es par un conjugue compose de N-acetyl-cyst6ine 
couple k de I'albumine bovine, comme d§j& decrit plus haut. Le m£me haptene a et£ utilise pour sensibiliser les cupules 
de plaques de microtitration COSTA R-"su!hydryl binding surface ® n (cat. 2509- K04 191 43). 100 |xl d'une solution k 20 
M,g/ml d'N-ac£tyl-cysteine solubilisee dans un tampon phosphate 50 mM k pH 6,5 ont ete introduits dans les cupules 
activ6es par la maieimide et incubus durant 60 min. k temperature ambiante. Apr£s sensibilisation, les cupules ont 6t6 
videes et Iav6es 3 fois par une solution 0,1 5M NaCI et les cupules ont ete ensuite satur6es par une solution 0,2% de 
poudre de lait 6cr6m6 durant 30 min. k temperature ambiante. Les malades du SI DA ont 6t6 analyses pour la presence 
d'anticorps IgM anti-N-acety I -cysteine, comme dans I'exemple 10. Le test pratique avec des cupules sensibilis6es par 
I'hapatdne seul sans proline porteuse est nettement moins sensible, avec necessity d'appliquer des dilutions s6riques 
1 :25 pour obtenir un signal avec un bruit de fond important observe avec des sera prives d'anticorps specifiques anti- 
NAC. 

20 Revendications 

1. Conjugue immunoreactif comprenant un ou plusieurs haptene(s) comportant un groupe sulfhydryl et choisi(s) 
parmi le groupe constitu6 par les acides amines, les carbohydrates, les carbohydrates amines, le phosphatidylino- 
sitol, la sphingosine et leurs derives nitrosyies, acyies et/ou acetyies, ledit haptene etant couple k une proteine por- 
25 teuse hydrosoluble d'un poids moieculaire superieur k 8000 KD et/ou un support solide par un agent couplant 
susceptible de se fixer au groupement sulfhydryl dudit haptene. 

Conjugue immunoreactif selon la revendication 1 , caracterise en ce que I 'haptene est choisi parmi le groupe cons- 
true par la cysteine, la N-acetyl-L-cysteine, la cysteine-NO, la N-acetyl-L-cyst6ine-NO, la L-rglutamyl-L-cysteine, 
la N-acetyl-cysteine-glycine, le glutathion, Thomocysteine, le mercapto-ethanol, la methionine, la thiol histidine, 
I'acety I methionine et la S-adenosylhomocyst6ine. 

3. Conjugue immunoreactif selon la revendication 1 , caracterise en ce que I'haptene est une molecule dont les grou- 
pements amines et/ou hydroxyl ont 6te substitues par un groupement sulfhydryl. 

35 

4. Conjugue immunoreactif selon la revendication 3, caracterise en ce que la molecule est choisie parmi le groupe 
constitue par le phosphatidyl! nositol, la glutamine, I'arginine, I'ornithine, I'homoserine, le diethyl nitrosamine, la car- 
nitine, le N-ethyl-N-nitrosouree, le N(co)-nitro-L-arginine-methyl-ester, la taurine, la nicotine, la N a -acetyl-lysine f la 
N E -(carboxymethyl) lysine, la N e -(carboxymethyl) hydroxylysine, la N a -acetyl-N e -(carboxym ethyl) lysine, les indola- 

40 mines, en particulier le tryptophane, le 5-methoxytryptophane, le N-ac6tyl-tryptophane et le tryptophane acyie, la 
5-hydroxytryptamine (s6rotonine), la 6-hydroxytryptamine, la 5-methoxytryptamine, la 5,6-dihydroxytryptamine, 
I'acide 5-methoxyindolacetique, I'acide 5-hydroxyindolac6tique, la N-acetyl-5-methoxytryptamine (meiatonine), le 
5-methoxytryptophol, le 5-hydroxyptryptophol, les derives de sphingosine, en particulier la D-sphingosine, la sphin- 
gosyl-galactopyranoside, la sphingosyl-phosphoryl-choline et la N-acetyl -D-sphingosine, les carbohydrates te!s 

45 que le glucose, le mannose, le galactose, I'arabinose, I'acide muramique, leurs derives amines tels que la glucosa- 
mine, la galactosamine, la mannosamine, le -<x-(1-»5) D-arabinofuranoside ou encore le 3,6-di-O-Me-p-D glucopy- 
ranosyl-(1-^4)-2,3-di-0-Me-a-L-rhamnopyranose, le trisaccharide L-a-D-heptose (1->2) heptose (1-^3) heptose, 
leurs derives acetyies, en particulier I'acide N-acetyl-neuraminique, I'acide N-ac6tyl-0-neuraminique, la N-ac6tyl- 
glucosamine, la N-acetyl-mannosamine, la N-ac6tyl-galactosamine, I'acide N-acetyl-muramique, la N,N-diac6tyl- 

so galactosamine, la N,N-diac6tyi-glucosamine, leurs derives acyies, en particulier le stearate, le palmitate, le phtio- 
ceranate, I'hydroxyphtioceranate, la N -acetyl- L-g I utamine et la glutamine acyiee, I'acide N-acetyl-glutamique et 
I'acide glutamique acyie, la N-acetyl-arginine et I'arginine acy!6e, la N-acetyl-ornithine et I'ornithine acyiee, la N- 
acetyi-L-homoserine et I'homoserine acyiee, le phosphatidyl -inositol mannoside (1 -phosphatidyl -L-myo- inositol 2- 
O-a-D-mannopyranoside), le N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isogl utamine et leurs derives nitrosyies. 

55 

5. Conjugu6 immunoreactif selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que la proteine 
porteuse est choisie parmi le groupe constitue par la gelatine, ITtistone, I'albumine, de preference I'albumine bovine 
deiipidee, la polyserine ou la thyroglobuline. 
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6. 



terence des plaques de microtitration en polystyrene. 

thio)proprionate et le succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1 -carboxylate. 

10 8. Anticorps et/ou des fragments de celui-ci dirige centre le conjugue immunoreactif selon Tune quelconque des 
revendications pr6c£dentes. 

9. Anticorps et/ou des fragments de celui-ci dirige centre I'anticorps eVou des fragments de celui-ci selon la revendi- 
cation 8. 

15 10 Dispose de diagnostic comprenant le conjugue selon Pune quelconque des revendications 1 a 7 et/ou un anti- 
corps et/ou des fragments de celui-ci selon la revendication 8 et/ou 9. 
11. Dispositif de diagnostic selon la revendication 10, caracterise en ce qui. est une trousse de diagnostic ou une 
20 colonne de chromatographie. 
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40 



12 



13 



ceutique adequat. 



Precede detention du conjugue immunoreactif selon Tune quelconque des revendications 1a 7. dans^ lequel un 
le conjugu§. 

roTdie : I SShVles lupus, les syndr6mes antiphosphatides. les syndr6mes nephroses, la myasthe- 
nic, le cancer, la tuberculose et le syndrtme d'immuno-defiaence acquis. 
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8000 KD et/ou un support solide par un agent couplant 
susceptible de se fixer au groupement sulfhydryl dudit 
haptene. 
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